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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifftein Verfahren zur Erzeugung von Polynucleotidmolekulen mit veranderten Eigen- 
schaften, sowie ein Kit enthaltend Instruktionen zur Durchfuhrung eines solchen Verfahrcns. 
5 Biomoiekule - und insbesondere Biopolymere wie Polynucleotide, Polypeptide. Polysaccharide etc. - sind nicht nur 
Grundlage des uns bekannten biologischen Lebens, sondem finden zunehmend auch in den verschicdcnsten technischcn 
Anwendungsfeldem Verwendung. Die Suche nach neuen funktionalen Biomolekiilen, ihre Isolierung b/.w. Herslellung, 
sowic ihre lechnischc Anwendung isl Gcgcnslandder modcrnen Biotechnologic. Neben das zufalligc AuflTindcn von bis- 
lang unbekannten Biomolekiilen mit gewiinschten Eigenschaften in der Natur (vgl. Naturstotf-Screening) treten seit ei- 

io niger Zeit Verfahren, die die Prinzipien der naturlichen Evolution im Labor nachvollziehen und so ganzlich neuartige 
Biomolckiile mit bestimmten Eigenschaften generieren (WO 92/18645: Eigen und Rigler, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91 
(1994), 5740; Koltermann und Kettling, Biophys. Chem. 66 (1997). 159; Kettling et al.. Current Topics in Microbiol. & 
Immunol. 243 (1999), 173). Diese als evolutive Biotechnologic, im cnglisch-amerikanischen Sprachraum auch als ap- 
plied molecular evolution oder directed molecular evolution bezeichnete Technik greift die Erkenntnisse auf, die lang- 

15 jiihrige theoretische und experimentelle Evolutionsforschung erbracht haben. und setzt sic zur gerichteten Evolution von 
Biomolekiilen ein. 

Stark vereinfacht ausgedruckt erfolgt eine evolutive Generierung molekularer Funktionen durch ein wechselseitiges 
Wirken von Variations- und Selekiionsvorgangen auf Molekiilpopulationun. Wahrend die Variation am In formation sgc- 
halt eines Biomolekuls ansetzt, erfolgt die Selektion anhand des molekularen Phanotyps. Information eines Polynucleo- 

20 tidmolekuls (Genotyp) bezeichnet dabei die sequentielle Abfolge von verschiedenen Monomeren in einem Polynucleo- 
tidmolekiil. Der Phanotyp eines Polynucleotidmolekuls bezeichnet die Summe der Funktionen und Eigenschaften eines 
Polynucleotidmolekuls sowie der durch ein Polynucleotid codierten Transkriptions- oder Translationsprodukte. Die 
Kopplung zwischen Sequenzinformation und selektierbarem Phanotyp kann dabei entweder durch amplifikationsgekop- 
pelte Selektion (Kettling, Dissertation, Gbttingen/TU Braunschweig (1999)), durch Kompartimentierung und Funktions- 

25 analyse. Screening genannt, (WO 92/18645; WO 99/34195) oder durch physikalische Kopplung zwischen Genotyp und 
Phanotyp sowie deren Selektion erreicht werden (DE 196 46 372: US 5.849,545: DE-A 143 05 651). 

Entscheidend fiir den Erfolg evolutiv-biotechnologischer Strategien ist die Art des Zusammenwirkens von Variations- 
und Selektionsprozessen. In der Natur wie im Labor hat sich - gemessen an der fiir eine evolutive Generierung und Op- 
t.imierung molekularer Funktionen benotigten Zeit - das Quasi-Spezies-Prinzip als erfolg re ichste Strategic crwiesen. Als 

30 Quasi-Spezies wird dabei eine durch fehlerhafte Replikation entstehende, dynamische Population miteinander verwand- 
ter Molekulvarianten (Mutanten) bezeichnet. Es konnte gezeigt werden, daB entsprechend des Quasi-Spezies-Prinzips 
nicht der Wildtyp (Schwerpunkt der Quasi-Spezies), sondern die gesanue Veneilung Objekt der Selektion ist. Unter ver- 
anderten Selektionsbedingungen sind vorteilhafte Varianten in einer solchen Mutantenverteilung bereits entsprechend 
ihrern Fitnesswert enthalten und mussen nicht. erst durch anschliefiende, zufalligc Mutationen entstehen. Bei Verschie- 

35 bung der Selektionsparamcter gleicht die evolutive Generierung dann ciner implizit gclcnktcn Drift der Quasi-Spezies 
entlang von Graten der Wertelandschaft. Die Herstellung von Quasi-Spezies und die Anwendung dieses Prinzips fiir die 
evolutive Biotechnologie ist beschrieben in WO 92/18645. 

Grundlage fiir die Erzeugung einer Quasi-Spezies ist eine fehlerhafte Replikation der Molekulvarianten. Bei Verwen- 
dung von Polynucleotiden erfolgt die Replikation bevorzugt mit Hilfe von Replikationsenzymen, d. h. Polymerases die 

40 die matrizengestcuerte Synthese eines Polynucleotidmolekuls crmoglichen. Die Einfuhrung von Fehlcrn, d. h. die Varia- 
tion der Molekulinformation, kann durch den inharent fehlerhaften Kopierprozess allein, aber auch durch eine gezielte 
Erhohung der Ungenauigkeit der Polymerase (z. B. definiert ungleichgewichuge Zugabe der Monomere. Zugabe von 
Basenanaloga, fehlerhafte PGR, Polymerasen mit sehr hoher Fehlerrate). durch chemische Modification von Polynucleo- 
tiden nach erfolgter Synthese, durch die komplette Synthese von Polynucleotiden unter zumindest teilweisem Einsatz 

45 von Monomergemischen und/oder von Nucleot.idanaloga. sowie durch eine Kombi nation dieser Verfahren erreicht wer- 
den. 

Neben diesen Verfahren zum Erzeugen punktueller Mutationen (in Form von Basenaustausch. -deletion und -inser- 
tion) stellt die Rekombination von Sequenzabschnitten in der Natur eine sehr erfolgreiche Strategic zur Kombination von 
punktuellen Mutationen, aber auch von Domanen innerhalb eines Polymers, von Untereinheiten eines Heteromultimers, 

50 oder von Gen varianten innerhalb eines Gencluslers oder eines Genorns dar. Insbesondere der homologen Rekombina- 
tion, d. h. der Kombination sich enLsprechender Sequcnzabschnitle aus verschiedenen Varianten unter Beibehaltung von 
Orientierung und Leseraster kommt eine groBe Bedeutung zu, da der nut einer unspeziflschen Rekombination verbun- 
dene Rauschhintergrund von Sequenzen ohne Zusammenhang mit dem zu selektierenden Phanotyp unterbunden werden 
kann. Im Sinne des Quasi-Spezies-Prinzips stellt die homologe Rekombination eine gezielte Ausweitung der Sequenz- 

55 veneilung dar. Verschiedene verwandte Unterverteilungen einer Quasi-Spezies, die aufgrund der wichtenden Werteland- 
schaft entstehen, aber im relativen Verwandtschaftsgrad so gering sind. daB ein Zusarnmenfuhrcn entlang von Graten der 
Wertelandschaft ohne Neukombination sehr unwahrscheinlich ist, kbnnen durch homologe Neukombination der ver- 
schiedenen Unterverteilungen einer Quasi-Spezies im Sequenz- und Funktionsraum stark aufgeweitet werden. Hierdurch 
entsteht ein evolutives Verfahren, welches im Gegensatz zur seriellen Einfuhrung von Mutationen zu einer Vervielfa- 

60 chung der experimenteLlen Geschwindigkeit fuhrt. Weiterhin ermbglicht ein technisch-kontrollierter Einsatz homologer 
Rekombinadon prinzipiell auch das Verschmelzen von Quasi-Spezies- Verteilungen, die unter unterschiedlichem Selek- 
tionsdruck generiert wurden, und damit das Zusammenfuhren getrennt selektierter, molekularer Funktionen. 

Experimentell laBt sich Rekombination unterschiedlich realisieren: Einerseits in-vitro unter Verwendung einzelner 
Enzymfunktionen oder definierter Mischungen bzw. Abfolgen enzymatischer Prozessierungsschritte, andererseits in- 

65 vivo unter Verwendung zellularer Rekombinations- und/oder Reparaturprozesse. 

Fur in-vitro- Verfahren werden technisch bislang vorwiegend PCR-basierende Verfahren eingesetzt. Zunachst ist hier 
das DNA-Shuffiing, auch als sexual PGR bezeichnet, zu nennen (WO 95/22625; Stemmer. Nature 370 (1994), 389). 
Hierbei werden beliebige aber uberlappende Genfragmente vorgelegt und anschlieBend durch eine PGR ohne Primer- 
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Zugabe wieder zu Produkten derOriginallange aufgebaut. Durch gegenseitiges Printcn der Fragmente konnen so bei je- 
dem PCR-Zyklus Fragmenle unterschiedlichcn Ursprungs zufallig zu einem Produkttnolekul homolog verbunden wer- 
den. Durch Einstellen der Fragmentlange ermoglicht das DNA-Shuffling prinzipiell ein Eingrenzen der Haufigkeit von 
Rekombinationsereignissen. Ebenfails PCR-basierend ist die Methode der PCR using random primers (WO 98/42728; 
Shao et al., Nucl. Acids Res. 26 (1998), 681). In diesem Verfahren werden Primer mit randomisierten Sequenzen ver- 5 
wendet, die ein Starten der Polymerisation an zufalligen Stellen innerhalb eines Polynucleotids ermoglichen. So entste- 
hen iihnlich dem DNA-Shuflling kur/.e Polynucleotid-Fragmente, die durch gegenseitiges Prirnen mileinander rekombi- 
nieren konnen. Fin Slcucrn der Rckomhinationshaufigkeil ist mil diescr Methode kaum moglich. AuBerdem luhrcn die 
unspezifischen Primer zu einer vergleichsweise hohen inhiirenten Fehlerrate, die bei sensiblen Sequenzabschnitten und/ 
oder langen Genen problematisch werden kann. Alternativ zu diesen Methoden verwendet der staggered extension pro- to 
cess (WO 98/42728; Zhao et al., Nat. Biotechnol. 16 (1998), 258) ein modifiziertes PCR-ProtokoLl urn einen Strangaus- 
tausch wahrend der PCJR- Amplification zu provozieren. Durch Verwendung sehr kurzer Phasen bei der Polymerisations- 
tern peraturzwische n den Aufschmelz- und Anncalingphasen konnen unvollslandig gebildete Produkte mitneuen Matri- 
zen hybridisieren und weiter verlangert werden. Das Einstellen der Rekombinationshauhgkeit kann durch Vbrgabe der 
Polymerisationszeit und der Zyklusanzalil erfolgen. Technisch limitierend ist hier das exakte Einstellen sehr kurzer Pha- is 
sen einer bestimmten Temperatur. Alternativ zu diesen PCR-basierenden Verfahren ist ein Verfahren beschrieben, das 
aus einer Population von Polynucleotidsequenzen mit Mutationen Heteroduplices erzeugt, welche dann in-vivo durch 
Einfiigen in Zellen oder in-vitro durch Inkubation mil einem Zellextrakt. einer statistischen Reparatur untcrworfen wer- 
den, wodurch je nach relativer Haufigkeit der Varianten in der Ausgangspopulation zu einem gewissen Anteil rekombi- 
nierte Molekulvarianten entstehen (WO 99/29902). Charakteristisch fiir dieses Verfahren ist die Verwendung von zellu- 20 
laren Reparatursystemen, die spezi risen ungepaarte Basen erkennen und statistisch einen der beiden Strange im Doppel- 
strang reparieren. Die Limitation dieses Verfahrens liegt einerseits in der begrenzten Effizienz, Polynucleotide in Zellen 
einzubringen und in der fehlenden KontroHierbarkeit der Reparaturprozesse. Weiterhin ist von entscheidendem Nachteil, 
daB in einem Reparaturschritt nur jeweils zwei Ausgangsmolekuie miteinander rekombiniert werden konnen. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Herstellung von Polynucleotiden mit 25 
veranderten Eigenschaften zur Verfiigung zu stellen, das die oben beschriebenen Nachteile der bekannten Verfahren ver- 
meidet und das eine effiziente Neukombination von Genotypen einer Quasi-Spezies von PoIynucleotid-iMolekulen er- 
laubr und das so zur Erzeugung veranderter Phanotypen fiihri, 

Diese Aufgabe wird durch die Bereilstellung der in den Anspruchen dargestelllen Ausfiihrungstonnen gelost. 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Erzeugung von Polynucleotidmolekulen mit veranderten 30 
Eigenschaften, wobei mindestens ein Zyklus umfassend die folgenden Schritte durchlaufen wird: 

(a) Bereitstellen einer Population einzelstrangiger Polynucleotidmolekiile, wobei die einzelnen Polynucleotidmo- 
lekiile dieser Population mindestens einen homologen Sequenzabschnitt und mindestens zwei heterologc Sequenz- 
abschnitte besitzen und in der Population auch jeweils zu diesen Einzclstrangen vollstandig oder tcilweisc komplc- 35 
mentare Strange enthalten sind; 

(b) Herstellung doppelstrangiger Polynucleotidmolekiile aus dergemaB Schritt (a) bereitgestellten Population ein- 
zelstrangiger Polynucleotidmolekiile, umfassend Doppelstrange mit unterschiedlichen heterologen Sequenzab- 
schnitten (Heteroduplices); 

(c) particllcr exonuclcolytischer Einzelstrangabbau der gemafi Schritt (b) hergestclltcn doppclstrangigcn Polynu- ao 
cleotidmolekule; und 

(d) Template-gerichtete Einzelstrangsynthese ausgehend von abgebauten Enden des gemaB Schritt (c) hergestellten 
partiell abgebauten Doppelstranges, 

wobei die Schritte (c) und (d) nacheinander oder gleichzeitig ausgetuhn werden konnen. 45 
Das Verfahren ist fiir eine der weiter unten beschriebenen moglichen Varianten schematisch in Fig. 1 dargestellt. 
Das erfindungsgemaBe Verfahren erlaubt eine je nach Bedarf zufallige oder aber kontrollierte Neukombination hete- 
rologer Sequenzbereiche. Durch das Prinzip des definiert-partiellen sequentiellen einzelstrangigen Polynucleotidabbaus 
von doppelstrangigen Heteroduplex-Polynucleotiden und des darauf folgenden semikonservativen Wiederaufbaus von 
einzelstrangigen Polynucleotiden liiBl diese Melhode neben der vollstiindigen auch eine regioselekti ve Rekoriibinat.ion 50 
von heterologen Sequenzbcreichen zu. Zudem ist. die Rekombinationshaufigkeii hoch und kann durch die Anzahl derZy- 
klen prazise eingestelit werden. Eine deraruge Kontrolle der Rekombinationshaufigkeit kann mit den bisher beschriebe- 
nen Verfahren des DNA-Shufttings und des staggered extension process teilweise auch erreicht werden. Das random pri- 
ming bietet diese Moglichkeit nicht, das Reparatur-System kaum. Der staggered extension process hat jedoch wie das 
random priming den Nachteil des Hintergrunds von nicht rekombinierten Ausgangspolynucleotiden, da beide Methoden 55 
auf einer Amplifikation dieser Ausgangspolynucleolide beruhen. Das DNA-ShulTling hat zwar einen reduzierten Hinter- 
grund an Ausgangspolynucleotiden, erreicht dies jedoch durch Fragmentieren der Ausgangssequenzen. was experimen- 
tell aufwendig ist. Weiterhin bietet es wie das random priming und das Reparatur-System keine Moglichkeit einer regio- 
selekti ven Rekombination. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zeichnet sich somit durch eine Kombination von Vorteilen aus, die so mit keinem der 60 
bisher beschriebenen Verfahren erreichbar ist (vgl. Tabelle 1). Der geringe experimentelle und zeitliche Aufwand der 
Methode und die Moglichkeit der Automatisierung sind weitere Vorzuge. 
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Tabelle 1 



Vergleich von verschiedenen in vitro Rekombinationsmethoden 
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Als Produkte eines einzelnen Zyklus nach dem erfindungsgemaBen Verfahren ergeben sich semikonservative, einzel- 
strangige Polynucleotide, da ein je nach Ausfuhrung langerer oder kurzerer Sequenzabschnitt am 3'- oder 5'-Ende erhal- 
40 ten gebliebcn isu wahrend die rcstliche wSequcnz am 3 - oder 5-Endc neu synthetisiert wurdc. Die Wahrscheinlichkeit der 
Herstellung von einzelstrangigen semikonservativen Polynucleotiden in einem Zyklus ist fiir eine der weiter unten be- 
schriebenen Varianten des Verfahrens in Fig. 2 dargestellt. Hierbei entstehen aus Heteroduplices mit zwei heterologen 
Sequenzbereichen neukombinierte semikonservative einzelstrangige Polynucleotide mit einer Wahrscheinlichkeit von 
50%. 

45 In einer bevorzugten Ausfuhrungsfonn wird mehr als ein Zyklus umfassend die obengenannten Schritte (a) bis (d) 
durchlaufen, d. h. mindestens zwei, vorzugsweise mindestens 5. besonders bevorzugt mindestens 10 und ganz besonders 
bevorzugt mindestens 20. 

Durch die zyklische Anwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens lassen sich so aus einer Ausgangsverteilung ver- 
wandter Polynucieotidsequenzen Polynucleotide mit mehrfach neu kombinienen Sequenzbereichen herstellen. Insbe- 
50 sondere erlaubt die zyklische Anwendung. mehrere verschie<lene heierologe Sequenzabschnilte mileinander zu kombi- 
nieren. Weiterhin kann durch die Anzahl der Zyklcn die Rekoinbinal.ionshaufigkeiL pro Pol ynuclcoiidsi rang exakl ge- 
steuert werden. Bei zyklischer Anwendung laBt sich so audi der mittlere Abstand zwischen Neukonibinationsereignissen 
von einem zum nachsten Zyklus steuern. 

In einer bevorzugten Aus runnings form wird die Abbauiange des exonucleolytischen Abbaus gemaB Schritt (c) des er- 
55 MndungsgemaBen Verfahrens mit zunehmender Zykluszahl stetig verkurzt. Dadurch wird die Neukombination im ge- 
sanitcn Sequenzbereich der gemaB Schritt (a) bereitgestellten Polynucleotide ennoglicht. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform wird nach einem. mehreren oder alien Zyklen des erfindungsgemaBen 
Verfahrens ein Selektionsschritt ausgettihrt. Dieser kann sich entweder auf den Genotyp oder auf den Phanotyp oder so- 
wohl auf den Genotyp als auch auf den Phanotyp des Polynucleotids be Ziehen. 
60 Der Genotyp eines Polynucleotids ist dabei die sequentielle Abfolge von verschiedenen Monomeren in dem Polynu- 
cleotid. Der Phanotyp ist die Summc der Funktionen und Eigenschaften eines Polynucleotidmolekiils sowie der durch 
ein Polynucleotid codierten Transkriptions- oder Translationsprodukte. 

Der Selektionsschritt kann dabei z. B. in Form von ampliflkationsgekoppelter (naturlicher) Selektion, Selektion durch 
physikaiische Separation oder Selektion durch Screening erfolgen (Koltermann und Kettling, Biophys. Chem. 66 (1997), 
65 159; Ketding et al., Current Topics in Microbiol, and [mmunol. 243 (1999), 173; Koltermann, Dissertation, TU Berlin 
(1998)). 

Bei der gemaB Schritt (a) des erfindungsgemaBen Verfahrens bereitgestellten Population aus einzelstrangigen Polynu- 
cleotidmolekiilen kann es sich urn jede beliebige Population einzelstrangiger Polynucleotidmolekiile handeln, die min- 
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destens zwei Arten von Polynucleotidmolekulen umfaBt, wobei diese mindestens einen homologen Sequenzabschnitt 
und mindestens zwei heterologe Sequenzabschnitle urnfassen. Der Begriff "Population einzelstrangiger Polynucleotid- 
molekule" bezeichnet dabei eine Menge von Polynucleotidmolekulen, wobei intermolekularen Wechselwirkungen in 
Form von spezifischen Basenpaarungen zwischen den Molekulen verhindert werden oder nicht bestehen. Der Begriff 
"Polynucleotide" (Nucleinsauren, Oligonucleotide) umfaBt dabei sowohl DNA als auch RNA. Polynucleotide sind ii- 5 
neare, orientierte (5-3'-Richtung) Heteropolymere, die einzelstrangig oderdoppelstrangig vorliegen konnen. Im Doppel- 
strang sind zwei Finzelstrange durch Wechselwirkungen in Form spezifischer Basenpaarung aneinander gebunden. Prin- 
zipiell konnen die Polynucleotide auch DNA oder RNA mil modifizicrten Monomercn sein, Gcncrcll laBt sich das Ver- 
fahren auch auf analog aufgebaute, artirizielle Polymere anwenden. 

Der Begriff "Homologe Abschnitte" bezeichnet Abschnitte. die auf zwei oder mehr Polynucleotidmolekulen identisch 10 
oder komplementar sind, d. h. an der entsprechenden Position die gleiche Information aufweisen. 

Der Begriff "Heterologe Abschnitte" bezeichnet Abschnitte, die auf zwei oder mehr Polynucleotidmolekulen nicht 
identisch bzw. nicht komplementar sind, d. h. an der entsprechenden Position eine voneinanderabweichende Information 
aufweisen. Information eines Polynucleotidmolekiils (Genotyp) bezeichnet dabei die sequentielle Abfolge von verschie- 
denen Monomeren in einem Polynucleotidmolekiil. Bin heterologer Sequenzbereich hat eine Lange von mindestens ei- is 
nem Nucleotid kann jedoch auch wesentlich langer sein. Insbesondere kann ein heterologer Sequenzbereich eine Lange 
von zwei Nucleotiden, oder von drei Nucleotiden, beispielsweise ein Codon, sowie vorzugsweise von mehr als 5 Nucleo- 
tides besondcrs bcvor/.ugt von mehr als 10 Nucleotiden aufweisen. Nach oben ist der Lange eines heierologen Bereichs 
im Prinzip keine Grenze gesetzt. Allerdings sollte ein heterologer Bereich vorzugsweise nicht langer als 1().(X)() Nucleo- 
tide, besonders bevorzugt nicht langer als 5.000 Nucleotide, insbesondere nicht langer als 2.000 Nucleotide und ganz be- 20 
senders bevorzugt nicht langer als 1.000 Nucleotide sein. Derartige langere Sequenzabschnitte konnen beispielsweise 
die hypervarialen Bereiche einer einen Antikorper codierenden Sequenz sein, Domanen eines Proteins, Gene in einem 
Gencluster, Bereiche eines Genoms etc. Vorzugsweise handelt es sich bei den heterologen Bereichen urn Sequenzberei- 
che in denen die Polynucleotidmolekule in einzelnen Basen voneinander abweichen. Heterologe Bereiche konnen jedoch 
auch darauf beruhen, daB in einem Polynucleotidmolekiil eine Deletion, Duplikation, Insertion, Inversion, Addition oder 25 
ahnliches vorliegt oder aufgetreten ist. 

Die gemaB Schritt (a) des erfindungsgemaBen Verfahrens bereitgestellten einzelstrangigen Polynucleotidmolekule 
weisen erfindungsgemaB mindestens einen homologen und mindestens zwei heterologe Sequenzbereiche auf. Vorzugs- 
weise weisen sic jedoch eine Vielzahl homologer und heterologer Abschnit te auf. Der Anzahl der homologen und hete- 
rologen Abschnitte ist nach oben prinzipiell keine Grenze gesetzt. 30 

Die heterologen Abschnitte in den einzelstrangigen Polynucleotidmolekulen werden dabei jeweils von homologen 
Abschnitten unterbrochen. Dabei haben die homologen Abschnitte eine Lange von vorzugsweise mindestens 5, bevor- 
zugt von mindestens 10 und besonders bevorzugt von mindestens 20 Nucleotiden. Wie die heterologen Abschnitte kon- 
nen aber auch die homologen Abschnitte wesentlich langer sein und eine obere Grenze fiir ihre Liinge gibt es im Prinzip 
nicht. Vorzugsweise sollten sic nicht langer als 50.000 Nucleotide, bevorzugt nicht langer als 20.000 Nucleotide, beson- 35 
ders bevorzugt nicht langer als 10.000 Nucleotide und ganz besonders bevorzugt nicht langer als 1.000 Nucleotide sein. 

Die Population einzelstrangiger Polynucleotidmolekule enthalt auch zu den jeweiligen Hinzelstrangen vollstandig 
oder teilweise komplementare Strange Komplementar heiBen dabei Abschnitte auf zwei oder mehr Polynucleotid-Mole- 
kiilen, die aufgrund ihrer Information zu einer auf diese Abschnitte begrenzten Doppelstrangbildung durch Wechselwir- 
kung in Form von spezifischer Basenpaarung fuhren konnen. 40 

Das Bereitstellen einzelstrangiger Polynucleotidmolekule gemaB Schritt (a) des erfindungsgemaBen Verfahrens kann 
durch dem Fachmann bekannte Verfahren erfolgen. Hierzu zahlen z. B. physikalische, chemische, biochemische und 
biologische Verfahren. Beispielhaft aufgezahlt seien dabei das Aufschmelzen von Polynucleotid-Doppelstrangen mittels 
Erhitzen auf Temperaturen oberhalb der Annealingtemperatur (Newton, in: PGR, Spektrum Akademischer Verlag 
(1994); Lazurkin, Biopolymers 9 (1970), 1253-1306). die Denalurierung von Polynucleotid-Doppelstrangen mittels 45 
Zugabe von Denaturierungsreagenzien (Harnstoff, Detergenzien, etc.), die Zugabe von Enzymen, welche aus doppel- 
striingigen Polynucleotiden einzelstrangige Polynucleotide machen. z. B. durch exonucleolytischen Abbau von doppel- 
strangiger DNA zu einzelstrangiger DNA oder durch Synthese einzelstrangiger RNA mittels einer DNA-abhangigen 
RNA-Polymerase mit oder ohne reverser Transkriptase, die asymmetrische PGR (Newton, in: PGR, Spektrum Akademi- 
scher Verlag ( 1 994)), bei der durch Verwendung eines Uberschusses an einem der beiden Primer bevorzugt. einer der bei- 50 
den Produktstrange gebildet wird, die Zugabe von Proteinen oder Enzymen, welche doppelsirangige DNA-Molekiile 
entwinden (Gyrasen, etc.), und von weiteren Proteinen oder anderen Agenzien, die die entstehenden einzelstrangigen 
DNA-Molekule stabilisieren (Single strand binding-Protein. Dendrimere. etc.) und das Einfugen der Sequenz in das Ge- 
nom von Einzelstrang-Viren (M13, fd etc.) und anschlieBende Aufreinigung des einzelstrangigen Polynucleotid-Genoms 
(Trower, Methods in Mol. Biol. 58 (1996), 363-366: Ausubei, Gurrent Protocols in Molecular Biology, Wiley (1987): 55 
Sambrook, Molecular Gloning, Gold Spring Harbor Laboratory Press (1989)). Weitere Methoden, wie z. B. die chemi- 
sche Synthese von einzelstrangigen Polynucleotidmolekulen, sind dem Fachmann gelaufig. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens werden fiir das Bereitstellen ei- 
ner Population einzelstrangiger Polynucleotide mit homologen und heterologen Abschnitten (Schritt (a). Fig. 1) ver- 
wandte Polynucleotid-Sequenzen aus der Mutantenverteilung einer Quasi-Spezies verwendet. Der Begritf "verwandt" 60 
betrifft dabei Polynucleotide, die untereinander sowohl homologe als auch heterologe Abschnitte aufweisen. 

Als Quasi-Spezies wird dabei eine durch fehlerhafte Replikation entstehende. dynamische Population miteinander 
verwandter Molekulvarianten (Mutanten) bezeichnet. Es konnte gezeigt werden, daB entsprechend des Quasi-Spezies- 
Prinzips nicht der Wildtyp (Schwerpunkt der Quasi-Spezies), sondem die gesamte Verteilung Objekt der Selektion ist. 
Unter veranderten Selektionsbedingungen sind vorteilhafte Varianten in einer solchen Mutantenverteilung bereits ent- 65 
sprechend ihrem Fitnesswert enthalten und miissen nicht erst durch anschlieBende, zufallige Mutationen entstehen. Bei 
sukzessiver Verschiebung der Selektionsparameter gleicht die evolutive Generierung dann einer implizit gclenkten Drift 
der Quasi-Spezies entlang von Graten der Wertelandschaft. Die Herstellung von Quasi-Spezies und die Anwendung die- 
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ses Prinzips fur die evolutive Biotechnologie ist beschrieben in WO 92/18645. 

Gruncllage fur die Erzeugung einer Quasi-Spezies isteine fehlerhafle Replikation der Molekul varianten. Bei \ferwen- 
dung von Polynucleotiden erfoigt die Replikation bevorzugt mit Hilfe von Replikationsenzymen, d. h. Polymerases die 
die matrizengesteuerte Synthese eines Polynucleotidmolekuls ermoglichen. Die Einfuhrung von Fehlem. d. h. die Varia- 

5 tion der Molekulinformation, kann durch den inharent fehlerhaften Kopierprozess allein, aber auch durch eine gezielte 
Erhohung der Ungenauigkeit der Polymerase (z. B. definiert ungleichgewichuge Zugabe der Monomere, Zugabe von 
Basenanaloga, fehlerhafle PGR, Polymerasen mil sehr hoher Fehlerrate), durch chemische Modification von Polynucleo- 
tiden nach erfolgtcr Synthese, (lurch die komplctlc Synthese von Polynuclcoiiden untcr zumindcsl leilweisein Einsatz 
von Monomergemischen und/oder von Nucleotidanaloga, sowie durch eine Kombi nation dieser Verfahrcn erreicht wer- 

10 den. Vorzugsweise werden Mutantenverteilungen einer Quasi-Spezies eingesetzu wobei die einzelnen Mutanten der 
Quasi-Spezies in ihren phanotypischen Eigenschaften einer gewiinschten molekularen Funktion gegenuber dem Wildtyp 
bereits verbessert sind. Der BegrifF "Phanotyp eines Polynucleotidmolekuls" bezeichnet die Summe der Funktionen und 
Eigenschaften eines Polynucleotidmolekuls sowie der (lurch ein Polynucleolid codierten Transkriptions- <xlcr Translati- 
onsprodukte. 

15 Daruber hinaus konnen Sequenzen unterschiedlichen Ursprungs Verwendung linden, u. a. Polynucleotid-Sequenzen 
einer Genfamilie aus unterschiedlichen Spezies, Polynucleotid-Sequenzen, die in-vivo (z. B. durch Viren, durch Muta- 
torbakterien, durch Bakterien unter UV-Bestrahlung etc.) oder in-vitro (z. B. mittels Qp-Replikase-Reaktion, fehlerhaf- 
ter PGR, clc.) mil. besonders hoher Fehlerrate repliziert wurden. Polynucleotid-Sequenzen, in die nach Synthese mittels 
chemischer Agenzien Mutationen eingefiihrt wurden oder die chemisch derart synthetisiert wurden. daB sie homologe 

20 und heterologe Abschnitte aufweisen, oder Polynucleotid-Sequenzen, die durch eine {Combination vorgenannler Verfah- 
ren erzeugt wurden. 

Prinzipiell, kann es sich bei den Polynucleotiden, die in dem erfindungsgemaBen Verfahren eingesetzt werden, urn be- 
liebige Polynucleotide handeln, insbesondere urn DNA- oder RNA-Molekule. Es konnen insbesondere in Schritt (b) des 
Verfahrens auch Doppelstrange erzeugt werden, die aus DNA- und RNA-Strangen bestehen (DNA/RNA-Hy bride). 

25 Die Herstellung von doppelstrangigen Heteroduplex-Polynucleotiden (Heteroduplices) gemaB Schritt (b) des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens wird vorzugsweise durch Hybridisierung der homologen Abschnitte der komplementaren 
Einzelstrang-Polynucleotide erreicht (Newton, in: PGR, Spektrum Akademischer Verlag (1994)). 

Der Begriff "Heteroduplices" bezeichnet dabei Polynucleotid-Doppelstrange mit mindestens einem homologen und 
mindestenseinem heterologen Abschnitt. Dureh-die Verwendung einer Population von Polynucleotid-Sequenzen mithe- 

30 terologen Abschnitten entstehen Heteroduplex-Polynucleotide mit einer statistischen Wahrscheinlichkeit, die den jewei- 
ligen relativen Hauhgkeiten von Sequenzvarianten entspricht. Wenn man z. B. von einer ideal durchmischten Population 
ausgeht, in der zwei heterologe Abschnitte in jeweils zwei verschiedenen Varianten zu gleichen Teilen vorliegen, ergibt 
sich statistisch bei jedem zweiten doppelstrangigen Polynucleotid ein Heteroduplex. Liegt die Anzahl von Varianten 
deutlich iiber der relativen Hiiufigkeil einzelner Varianten, so ergeben sich fast ausschlieBlieh Heteroduplices. 

35 Die Hybridisierung komplcmcntarer Einzelstrang-Polynucleotide zu Doppelstrang-Polynuclcotiden crfolgt nach dem 
Fachmann bekannten Methoden. Insbesondere kann sie z. B. erreicht werden durch Zusanimengeben der Einzelstrange 
und Einstellung von Reaktionsbedingungen, die das Annealing komplementarer Polynucleotide fordern, wie z. B. durch 
Absenken der Temperatur, Einstellen eines neutralen pH-Wertes und geringer Salzkonzentration etc. 

Durch den exonucleolytischen Einzelstrangabbau der Heteroduplex-Polynucleotide gemaB Schritt (c) des erfindungs- 

40 gemaBcn Verfahrens werden die einzelnen Polynuclcotid-Molckule. die nun Bcstandteil eines Doppclstrangs sind, par- 
tiell exonucleolytisch abgebaut. Wesentlich ist dabei, daB der exonucleolytische Abbau nur partiell erfoigt. Der exonu- 
cleolytische Abbau des doppelstrangigen Polynucleotidmolekuls kann dabei in 3'-5'-Richtung oder in 5'-3'-Richtung 
oder sowohl in 3'-5'- als auch in 5'-3'-Richtung erfolgen. Ferner kann der Abbau von langeren ungepaarten einzelstran- 
gigen Bereichen aus heterologen Abschnitten der Polynucleotidmolekule exonucleolytisch durch Zugabe einzelstrang- 

45 spe/ifischer Exonucleasen jeweils in 5-3 - als auch in 3'-5'-Richtung erfolgen. Somit entstehen doppelstrangige Polynu- 
cleotide mit einzelstrangigen Abschnitten. Die mittlere Lange und zugehorige Verteilung des Einzelstrangabbaus in 3-5'- 
oder 5'-3'-Richtung kann uber die Reaktionsbedingungen und die Reaktionszeit des exonucleolytischen Abbaus gesteu- 
ert werden. Bei regioselektiven Rekombinationsereignissen ist ein moglichst gleichzeitiger Start und gleichzeitiger Stop 
der Abbaureaktionen gewunscht, wohingegen bei vollstandiger Rekombination Start und Stop der Abbaureaktionen zeit- 

50 lich verzogerl erfolgen kann. Femer kann ein statislischer Einzelstrangabbau durch den Einbau von Thiodiesler ansielle 
von Phosphodiesler bei der Synthese der einzelstrangigen Polynucleotide erreicht werden, wobei der exonucleolytische 
Abbau des Einzelstrangs am jeweils ersten Thiodiester abbricht. 

Es isteine Vlelzahl von Exonucleasen. die einen 3'- oder 5'-exonucleolytischen Abbau erlauben, bekannt. So wurden 
bereits Anfang der 70'er Jahre verschiedene Exonucleasen isoliert und beschrieben (Lehmann, in: The Enzymes, Boyer 

55 (Ed),. Academic Press (1971), 251-270). Gegenwartig ist eine groBe Vielzahl von unterschiedlichen Exonucleasen aus 
verschiedensten Organistnen und mil unterschiedlichen Funkiionen charakterisiert. (Koonin. Gurr. Biol. 7 (1997), R 604- 
6). Generell sind Exonucleasen in eine Vielzahl von verschiedenen zellularen Prozessen involvien. Verschiedenste exo- 
nucleolytische Aktivitaten wurden in der Fachliteratur beschrieben, wie der nucleolytische Abbau von cinzelstrangiger 
DNA oder RNA, sowohl vom 3'- zum 5'-Ende des Polynucleotids als auch in umgekehner Richtung. Auch Einzelstrange 

60 in doppelstrangige DNA konnen durch Exonucleasen sowohl vom 3'- zum 5'-Ende des Polynucleotids als auch in urnge- 
kehrter Richtung abgebaut werden. Selbst ein exonucleolytischer Abbau einer doppelstrangigen DNA, also der simul- 
tane Abbau der 5'- und der 3-Enden an einem doppelstrangigen Ende wurde beschrieben. 

Einige dieser Enzyme sind bereits konmierziell erhaltlich. Als Beispiel fur die Klasse der exonucleolytischen Enzyme 
sei hier stellvertretend fur eine Vielzahl von Exonucleasen die Exonuclease HI (ExoIII) (E.G.3.1.11.2) genannt. ExoIII 

65 wird z. B. von den Anbietern USB, Roche Molecular Biochemicals, Stratagen, New England Biolabs konmierziell ver- 
trieben. ExoIII aus E. coli besitzt verschiedene Aktivitaten. Das Enzym ist nicht-prozessiv und hat eine spezifische 3'-5'- 
exonucleolytische Aktivitat an DNA-Doppelstrangen, eine DNA-3 , -Phosphatase-Aktivitat sowie eine endonueleolyti- 
sche Akdvitat an apurinischen Stellen in DNA. ExoIII baut vorzugsweise 3'-Enden in DNA-Doppelstrangen ab. wohin- 



6 



DE 199 53 854 A 1 



gegen uberhangende 3-Enden nicht abgebaut werden. Einen Uberblick iiber Isolierung und Charakterisierung der ExoHI 
geben /. B. Rogers und Weiss (Gene 1 1 (1980), 187-195), Rogers und Weiss (Methods Enzymol. 65 (1980), 201-211, 
Sambrook (ioc. cit.), Henikoff (Gene 28 (1984), 35 1-359), Ljunquist et al. (J. Bacterid. 126 (1976), 646-653), Vandeyar 
et al. (Gene 65 (1988), 129-133) und Guo und Wu (Nucl. Acids. Res. 10 (1982), 2065-2084). Auch verschiedenste tech- 
nische Anwendungen der ExoIII sind dem Fachmann bekannt, wie in der Hersteilung von einzelstrangigen Templates fur 5 
Markierungsverfahren (James undLeffak (Anal. Biochem. 141 (1984), 33-37)) und verschiedenen Sequenzierverfahren 
(Smith (Nucl. Acids Res. 6 (1979), 831-848), Guo und Wu (Methods Enzymol. 100 (1983), 60-96) und Hoheisel und 
Pohl (J. Mol. Biol. 193 (1987), 447-464)) und in der Hersteilung von DNA-Fragmenlcn durch eingebaute Ct-Thiophos- 
phatnucleotide in DNA und deren terminierten Abbau durch ExoIII fur Sequenzierreaktionen (Putney er al. (Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 78 (1981), 7350-7354) und Labeit et al. (DNA 5 (1986), 173-177)). Die Einfuhrung von Einzelstrang- to 
bereichen in doppelstrangiger DNA und deren Behandlung mit Mutagenen (Shortle und Nahtans (Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 75 (1978), 2170-2174)) oder die Hybridisierung mit fehlerhaften Oligonucleotiden (Nakamaye und Eckstein 
(Nucl. Acids Res. 14 (1986), 9679-9698)) fuhrt zu mulagenisierten Bereichen in spczifischen Rcgionen. Viele weitcrc 
technische Anwendungen der ExoIII zur Modifizierung von DNA sind in der Fachliteraturbeschrieben (Masamune et al. 
(J. Biol. Chem. 246 (1971), 2680-2691), Luckow et al. (Nucl. Acids Res. 15 (1987), 417-429), Roberts et al. (Proc. Natl. 15 
Acad. Sci. USA 76 (1979), 760-764), Sakonju et al. (Cell 19 (1980), 13-25), Peters und Baumeister (J. Bacteriol. 167 

(1986) , 1048-1054), Garon et al. (Proc. Nad. Acad. Sci. USA 72 (1975), 3039-3043), Riley und Weintraub (Cell 13 
(1978), 281-293), Wu (Nature 371 (1985), 84-87), HenikolT(Ioc. ciu). Hoheisel und Pohl (Nucl. Acids Res. 14 (1986), 
3605) und Henikoff (Nucl. Acids Res. 18 (1990), 2961-2966)). Kommerziell erhaltlich sind auch die Exonucleasen 
DNA-Polymerase-III-Untereinheit-Epsilon aus E. coli mit 3'-5'-exonucleolytischer Aktivitat (Krutyakov (Mol. Biol. 32 20 

(1998) , 197-199)), Lambda-Exonuclease von New England Biolabs aus dem Coiiphagen Lambda mit Lambda-5-3- 
exonucleolytischer Aktivitat an doppelstrangiger 5-phosphorylierter DNA, wobei nicht-phosphorylierte 5'-Enden in 
Doppelstrangen sowie einzelstrangige DNA mit stark verminderter Aktivitat ebenfalls abgebaut werden. Lambda-Exo- 
nuclease zeigt keine Aktivitat an Nicks oder einzelstrangigen Bereichen in doppelstrangiger DNA (Little (Gene Ampli- 
fication & Analysis 2 (1981), 135-145)). BaI31 Nuclease von USB, New England Biolabs und Quantum Biotechnolo- 25 
gies wird aus dem Kulturmedium von Alteromonas espejiana BaI31 hergestellt. BaI3l baut doppelstrangige DNA so- 
wohl von den 5'- als auch von den 3-Enden ab und besitzt zusatzlich eine endonucleolytische Aktivitat an einzelstrangi- 

ger DNA (Gray et al. (Nucl. Acids Res. 2 (1975), 1459-1492), Legerski et. al. (Nucl. Acids Res. 5 (1978), 1445-1464), 
Wei et al. (J. Biol. Chern. 258 (1983), 13506-13512), Sambrook (loc. cil.), Bencen el. al. (J. Biol. Chem. 259 (1984), 
13584-13589), Hauser & Gray (Genetic Analysis, Techniques & Applications 8 (1991), 139-147) und Zhen et al. (Bio- 30 
chemistry 25 (1986), 6598-6603)). Exonuclease I (Exol) wird von USB kommerziell vertrieben und stammt aus E. coli. 
Exol degradiert spezifisch einzelstrangige DNA prozessiv in 3'-5'-Richtung (Brody et al. (J. Biol. Chem. 261 (1986), 
7136-7143), Brody und Doherty (Biochemestrv 24 (1985), 2072-2076), Phillips und Kushner (J. Biol. Chem 262 

(1987) , 455-459), Prasher et al. (J. Biol. Chem. 258 (1983), 6340-6343), Prasher et al. (J. Bacteriol. 153 (1983), 
903-908) und Ray et al. (J. Biol. Chem. 249 (1974), 5379-5381)). Weitcrc kommerziell crhaltliche Exonucleasen sind 35 
Exonuclease V (EC 1.3.1.11.5) von USB aus Micrococcus luteus (ATCC 4698), Exonuclease VII von USB aus E. coli, 
T7-5'-Exonuclease, Gene 6 von USB aus dem Bakteriophagen '17 und die T5-5 '-Exonuclease aus dem Bakteriophagen 

T5 (Sayers und Eckstein (J. Biol. Chem. 265 (1990). 18311-18317), Garforth et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96 

(1999) , 38-49) und Moyer und Rothe (J. Virol. 24 (1977), 177-193)). 

Eine Vielzahl von nicht-kommerziellen aber dem Fachmann durch Standardmethodcn der Biochemic und Molekular- 40 
biologie zugangliche Exonucleasen sind in der Fachliteratur beschrieben, wie beispielsweise die 3'-5'-Exonucleasen 
YNr20 aus Saccharomyces cerevisiae (Hanekamp und Thorsness (Current Genetics 34 (1999), 438-448)), humane 
WNR (Kamath-Loeb et al. (J. Biol. Chem. 273 (1998), 34145-34150), Huang et al. (Nat. Genet. 20 (1998), 114-116)), 
p53 aus verschiedenen Organismen (Mummenbrauer et al. (Cell 85 (1996), 1089-1099), (Janus etal. (Mol. Cell. Biol. 19 
(1999), 2155-2168)), 3'-5'-Exonuclease aus B-Lymphozyten (Kenter und Tredup (Mol. Cell. Biol. 11 (1991), 45 
4398-4404)), TREX 1 und TREX2 aus Saugern (Mazur und Perrino (J. Biol. Chem. 274 (1999). 19655-19660)), humane 
Mre 1 1 (Paull et al. (Molecular Cell 1 (1998), 969-979)), 3'-5'-Exonuc lease aus humanen Myeloblasten (Perrino et al. (J. 
Biol. Chem 269 (1994), 16357-16363)), 3'-5'-Exonuklease aus dem Cytosol von humanen akut lymphoblastischer Leu- 
kemic H9 Zellen (Skalski et al. (Biochemical Pharmacology 50 (1995), 815-821)) und humane s VDJP (Zhu und Halli- 
gan (Biochem. Biophys. Res. Comrnun. 259 (1999), 262-270)). Auch eine Vielzahl von 5'-3'-ExonucIeasen sind in der 50 
Fachliteratur beschrieben und dem Fachmann durch Standardmethodcn der Biochemic und Molckularbiologie zugiing- 
lich, wie beispielsweise DNase VH aus humanen Plazenta Nuclei (Pedrini und Grossman (J. Biol. Chem. 258 (1983), 
1536-1543)), 5-3-ExonucIease aus dem Bakteriophagen N4 (Guinta et al. (J. Biol. Chem. 261 (1986). 10736-10743)), 
Exonuclease V aus Zellkernen von Saccharomyces cerevisiae (Burgers et al. (J. Biol. Chem. 263 (1988), 8099-8105)), 
Exonuclease aus Kalberthymus (Siegal et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992), 9377-9381), Murante et al. (J. Biol. 55 
Chem. 269 (1994), 1191-1 196)), 5'-3'-Exonuclcasc aus Zellkernextrakien (Exol) von Saccharomvccs cerevisiae (Huang 
und Symington (Mol. Cell. Biol. 13 (1993), 3125-3134; Fiorentini et al. (Mol. Cell. Biol. 17 (1997), 2764-2773)), 
RAD2 und RTH1 aus Saccharomyces cerevisiae sowie das humane XPG Homolog (Habroken et al. (J. Biol. Chem. 269 
(1994), 31342-31345), Sommers et al. (J. Biol. Chem. 270 (1995), 4193-4196)), virale Polymerase-assoziierte Exonu- 
cleasen (Sayers (Methods Enzymol. 275 (1996), 227-238)), T4-RNase II aus dem Bakteriophagen T4 (Mueser et al. 60 
(Cell 85 (1996), 1101-1112)), sowie humane Werner-Syndrom-Helikase (Suzuki et al. (Nucl. Acids Res. 27 (1999), 
2361-2368)). Ferner konnen auch die weiter unten beschriebenen exonucleolytischen Aktivitaten von Polymerasen ver- 
wendet werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Vertahrens erfolgt der exonucleolytische Einzel- 
strangabbau der doppelstrangigen Polynucleotide gemaB Schritt (c) des erfindungsgemaBen Vertahrens in 3'-5'-Rich- 65 
tung. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform (Ausfuhrungsform A; siehe Fig. 3, erster Zyklus) wird ein Strang 
des Doppelstrangs vor dem exonucleolytischen Abbau geschuizt, so dafi in dieser Ausfuhrungsform nur einer der beiden 
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Polynucleotidstrange dem exonucleolytischen Verdau exponiert ist. wahrend der komplementiire Strang als Matrize bei 
der template-gerichteten Einzelslrangsynthese gemaB Schritt (c) dient. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsfonn werden beide Polynucleotidstrange dem exonucleolytischen Verdau 
gleichermafien ausgesetzt (Ausfiihrungsform B, Fig. 4, erster Zyklus), so dafi beide Strange mit einem Teil der Sequenz 
5 als Matrize dienen, wahrend der andere Teil der Sequenz eine semikonservative Einzelstrangsynihese durchlauft. 

Der exonucleolytische Abbau von einzelstrangigen Polynucleotiden in den gemaB Schritt (c) hergestellten Ileterodu- 
plex-Polynuc!eoliden kann nach dem Fachmann bekannten Methoden erfolgen und ist beispielsweise beschrieben in 
Ross (Methods 17 (1999), 52-59); Hohciscl (Anal. Biochem. 209 (1993), 238-246) und Ausubel (Current Protocols in 
Molecular Biology; Wiley (1987)). Insbesondere kommen dabei chemische oder biochemische Verfahren in Frage. Vor- 
to zugsweise erfolgt ein exonucleolytischer Abbau biochemisch mittels Enzymen mit entsprechender. spezihscher Akti vi- 
tal, z. B. ein 3'-exonucleolytischer Abbau durch Verwendung der Exonuclease HI aus E. coli. Uber die Reaktionsbedin- 
gungen und die Reaktionszeit fiir den partiellen Abbau kann die Lange des Abbaus und damit die Regioselektivitat der 
Neukombination im entschcidendcn MaB beeinfluBt werden. Die Reaktion kann z. B. durch Wcchsel der PutTcrbcdin- 
gungen, durch einen Temperaturwechsel, durch Zugabe eines Cofaktors. vorzugsweise jedoch durch Zugabe der Exonu- 
15 clease gestartet und z. B. durch Wechsel der Pufferbedingungen. durch Zugabe eines Inhibitors, durch Zugabe einer Pro- 
tease, durch Temperaturerniedrigung. vorzugsweise jedoch durch Temperaturerhohung (z. B. Denaturierung der Exonu- 
clease HI bei 62°C) gestoppt werden. Die Abbaurate der Exonuclease hangt im wesentlichen von den Reaktionsbedin- 
gungcn ah und kann ebenfalls uber einen weitcn Bereich cingestellt werden. Bei einer Abbaurate /.. B. der Exonuclease 
in von 4(W) Nucleotiden pro Minute unter Standardreaktionsbedingungen kann der Bereich durch Wahl der Inkubations- 
20 zeit z. B. mit einer Genauigkeit im Bereich von 20-30 nt eingestellt werden. Die Einstellung der verschiedenen Bedin- 
gungen. urn den exonucleolytischen Abbau zu steuern, gehbrt zum allgemeinen Fachwissen des Fachmanns. 

Alternativ kann die 3'-5'-exonucleolytische Aktivitat auch durch die in Schritt (d) verwendete Polymerase bereitge- 
stellt. werden, insofern diese liber eine entsprechende Exonuclease-Funktion verfiigt. 

Fur die in Fig. 3 dargestellte Ausfuhrungsform A, bei der ein Strang vor dem 3'-exonucleolytischen Abbau geschiitzt 
25 wird, konnen die 3'-Enden auf verschiedene Arten gegen einen exonucleolytischen Abbau geschiitzt werden, beispiels- 
weise durch das Einfiihren eines Thioesters ansteile eines Phosphodiesters am 3'-Ende des Phospho-Ribose-Ruckgrates. 
Dabei kann bei beidseitiger Thioester-Modifikation durch vorheriges Einfiigen einer singularen Restriktionsschnittstelle 
in die Sequenz und anschlieBendes Schneiden mit dem Restriktionsenzym einer der heiden Strange selektiv geschiitzt 
werden (Ausfiihrungsform A-l). Femer kann ein Strang durch das Vorlegen eines der heiden Strange als zirkuliirer Ein- 
30 zelstrang (z. B. durch Verwendung von viralem Einzelstrang-Genom. Ausfiihrungsform A-2) oder durch Erzeugen eines 
einzelstrangigen 3'-Uberhang von mehr als 4 Basen (u. a. moglich bei Verwendung Exonuclease III, Ausfiihrungsform 
A-3) geschiitzt werden. AuBerdem konnen die bei den Enden auf einer Seite des Doppelstrangs durch Anfiigen eines zir- 
kularen Einzelstrangs per Ligase kovalent miteinander verkniipft werden (Ausfuhrungsfonn A-4). 

In einer wcilcrcn bevorzugten Ausfuhrungsfonn des erfindungsgemaBen Verfahrens werden ungepaane Teilbereiche 
35 der Hcterodupliccs im Schritt (c) mittels einer einzelstrangspezifischen Exonuclease cxonuclcolytisch abgebaut, z. B. in 
3-5-Richtung durch Exonuclease I aus E. coli. 

In einer anderen Variante des erfindungsgemaBen Verfahrens erfolgt der exonucleolytische Einzelstrangabbau der 
doppelstrangigen Polynucleotidmolekule gemaB Schritt (c) in 5'-3'-Richtung. Vorzugsweise wird dabei die T7-Exonu- 
clease Gen 6 aus dem Bakteriophagen T7 verwendet. 
40 In einer bevorzugten Ausfuhrungsfonn werden fcrner ungepaarte Teilbereiche der Hcterodupliccs cxonuclcolytisch 
abgebaut un 5'-3'-Richtung, z. B. mittels der Exonuclease VH aus E. coli. Ferner wird vorzugsweise ein 5"-Ende des Po- 
lynucleotid-Doppelstranges derart modihziert, daB es vor dem 5'-exonucleolytischen Einzelstrangabbau geschiitzt ist. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens erfolgt vor dem exonucleolyti- 
schen Einzelstrangabbau gemaB Schritt (c) des erfindungsgemaBen Verfahrens ein Einfiigen von Einzelstrangbriichen in 
45 die doppelstrangigen Polynucleotidmolekule (A us tuh rung storm C. Fig. 5, Erster Zyklus). Dabei erfolgt vorzugsweise irn 
Mittel ein oder weniger als ein Einzelstrangbruch pro doppelstrangigem Polynucleotidmolekiil. 

Dabei konnen die Einzelstrangbriiche z. B. durch sequenzspeziflsche Nicking-Enzyme eingefiigt werden. Beispiele 
hierfur sind die Nicking-Enzyme V. BchI aus Bacillus chitinosporus, N. BstNBI aus Bacillus stearothermophilus, N. 
BstSEI aus Bacillus stearothermophilus, N. CviPII aus Chlorella strain NC64A, N. CviQXI aus Chlorella strain NC64A, 
50 V. FcoDcm aus E. coli, V Hpafl aus Haemophilus parainfluenzas V. Neal aus Nocardia aerocolonigenes und V. Xorll 
aus Xanthomonas oryzae. 

Alternativ konnen die Einzelstrangbriiche in die doppelstrangigen Polynucleotidmolekule auch durch sequenzunspe- 
zifische Nicking-Enzyme eingefiigt werden. Moglich ist dabei z. B. die Verwendung von DNase I aus Kalberpankreas 
mitMg 2+ als Cofactor(Kunitz, J. Genetic Physiology 33 (1950). 349; Kunitz, J. Genetic Physiology 33 (1950), 363, und 
55 Melgac und Goldthwaite, J. Biolog. Chem. 243 (1968), 4409). 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsfonn erfolgt in dem Fall des Einfiigens von Ein/elstrangbruchen anschlic- 
Bend ein exonucleolytischer Einzelstrangabbau gemaB Schritt (c) des Verfahrens in 5*-3'-Richtung. beeinnend an den 
Einzelstrangbriichen. Dafur kann wiederum z. B. die '17- Exonuclease Gen 6 aus dem Bakteriophagen T7 verwendet wer- 
den. 

60 Vorzugsweise werden weiterhin ungepaarte Teilbereiche der Heteroduplices exonucleolytisch durch Exonuclease VII 
aus E. coli abgebaut. 

In einer anderen bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens erfolgt in dem Fall des Einfiigens 
von Einzelstrangbruchen anschlieBend ein exonucleolytischer Einzelstrangabbau gemaB Schritt (c) des Verfahrens in 3'- 
5'-Richtung beginnend an den Einzelstrangbruchen. Hierfiir wird vorzugsweise die Exonuclease III aus E. coli verwen- 
65 det. 

Vorzugsweise werden weiterhin ungepaarte Teilbereiche der Heteroduplices exonucleolytisch in 3'-5'-Richtung. z. B. 
durch Exonuclease I aus E. coli abgebaut. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsfonn des erfindungsgemaBen Verfahrens erfolgt in dem Fall des Einfiigens 
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Polynucleotidstrange dem exonucleolytischen Verdau exponiert ist, wahrend der komple men tare Strang als Matrize bei 
der templaie-gerichleten Einzelstrangsynthese gemaB Schritt (c) dient. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform werden beide Polynucleotidstrange dem exonucleolytischen Verdau 
gleichermaBen ausgesetzt (Ausfuhrungsform B. Fig. 4, erster Zyklus), so daB beide Strange mit einem Teil der Sequenz 
5 als Matrize dienen, wahrend der andere Teil der Sequenz eine semikonservative Einzelstrangsyn these durchlauft. 

Der exonucleolytische Abbau von einzelstrangigen Polynucleotiden in den gemaB Schritt (c) hcrgestellten Ileterodu- 
plex-Polynucleotiden kann nach dem Fachrnann bekannten Methoden erfolgen und ist beispielsweise heschrieben in 
Ross (Methods 17 (1999), 52-59); Hohcisel (Anal. Biochcm. 209 (1993), 238-246) und Ausubel (Current Protocols in 
Molecular Biology; Wiley (1987)). Insbesondere kommen dabei chemische oder biochemische Verfahren in Frage. Vbr- 
10 zugsweise erfolgt ein exonucleolytischer Abbau biochemisch mittels Enzymen mit entsprechender, spezihscher Aktivi- 
tat, z. B. ein 3'-exonucleolytischer Abbau durch Verwendung der Exonuclease IH aus E. coli. Uber die Reaktionsbedin- 
gungen und die Reaktionszeit fur den partiellen Abbau kann die Lange des Abbaus und darnit die Regioselekti vital der 
Neukombi nation irn cntschcidendcn MaB beeinfluBt werden. Die Reaktion kann /.. B. (lurch Wcchsel der Puflerbcdin- 
gungen, durch einen Temperaturwechsel, durch Zugabe eines Cofaktors, vorzugsweise jedoch durch Zugabe der Exonu- 
15 clease gestartet und z. B. durch Wechsel der Pufferbedingungen, durch Zugabe eines Inhibitors, durch Zugabe einer Pro- 
tease, durch Temperaturerniedrigung, vorzugsweise jedoch durch Temperaturcrhohung (z. B. Denaturierung der Exonu- 
clease in bei 62°C) gestoppt werden. Die Abbaurate der Exonuclease hangt im wesentlichen von den Reaktionsbedin- 
gungen ab und kann ebenfalls Liber einen weiien Bereich cingestcllt werden. Bei einer Abbaurate /.. B. der Exonuclease 
IB. von 400 Nucleotiden pro Minute unter Standardreaktionsbedingungen kann der Bereich durch Wahl der Inkubauons- 
20 zeit z. B. mit einer Genauigkeit im Bereich von 20-30 nt eingestellt werden. Die Einstellung der verschiedenen Bedin- 
gungen, um den exonucleolytischen Abbau zu steuern, gehort zum allgemeinen Fachwissen des Fachmanns. 

Alternativ kann die 3'-5'-exonucleolytische Aktivitat auch durch die in Schritt (d) verwendete Polymerase bereitge- 
stellt werden, insofern diese uber eine entsprechende Exonuc lease-Fun ktion verfiigt. 

Fur die in Fig. 3 dargestellte Ausfuhrungsform A, bei der ein Strang vor dem 3'-exonucleolytischen Abbau geschutzt 
25 wird, konnen die 3'-Enden auf verschiedene Arten gegen einen exonucleolytischen Abbau geschutzt werden, beispiels- 
weise durch das Einfuhren eines Thioesters anstelle eines Phosphodiesters am 3'-Ende des Phospho-Ribose-Riickgrates. 
Dabei kann bei beidseitiger Thioester-Modifikation durch vorheriges Einfugen einer singularen Restriktionsschnittstelle 
in die Sequenz und anschlieBendes Schneiden mit dem Restriktionsenzym einer der beiden Strange selektiv geschutzt 
werden (Ausfuhrungsform A-l). Femer kann ein Strang durch das Vorlegen eines der beiden Strange als zirkularer Ein- 
30 zelstrang (z. B. durch Verwendung von viralem Einzelstrang-Genom, Ausfuhrungsfomi A-2) oder durch Erzeugen eines 
einzelstrangigen 3'-Uberhang von mehr als 4 Basen (u. a. moglich bei Verwendung Exonuclease IB, Ausfuhrungsform 
A-3) geschutzt werden. AuBerdem konnen die beiden Enden auf einer Seite des Doppelstrangs durch Anfiigen eines zir- 
kularen Einzelstrangs per Ligase kovalent miteinander verkniipft werden (Ausfuhrungsform A-4). 

In einer weiteren bevor/ugten Ausfuhrungsform des erfindungsgcinaBen Verfahrens werden ungepaarte Teilbereiche 
35 der Hctcrodupliccs im Schritt (c) mittels einer einzclstrangspczifischcn Exonuclease cxonuclcolyusch abgebaut, z. B. in 
3'-5'-Richtung durch Exonuclease I aus E, coli. 

In einer anderen Variante des erfindungsgemaBen Verfahrens erfolgt der exonucleolytische Einzelstrangabbau der 
doppelstrangigen Polynucleotidmolekule gemaB Schritt (c) in 5'-3'-Richtung. Vorzugsweise wird dabei die T7-Exonu- 
clease Gen 6 aus dem Bakteriophagen T7 verwendet. 
40 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden fcrner ungepaarte Teilbereiche der Hctcrodupliccs exonuclcolytisch 
abgebaut un 5'-3-Richtung, z. B. mittels der Exonuclease VII aus E. coli. Ferner wird vorzugsweise ein 5'-Ende des Po- 
lynucleotid-Doppelstranges derart modifiziert. daB es vor dem 5'-exonucleolytischen Einzelsu*angabbau geschutzt ist. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens erfolgt vor dem exonucleolyti- 
schen Einzelstrangabbau gemaB Schritt (c) des erfindungsgemaBen Verfahrens ein Einfugen von Einzelstrangbruchen in 
45 die doppelstrangigen Polynucleotidmolekiile (Ausfuhrungsform C. Fig. 5, Erster Zyklus). Dabei erfolgt vorzugsweise im 
Mittel ein oder weniger als ein Einzelstrangbruch pro doppelstrangigem PolynucleotidmolekiiL 

Dabei konnen die Einzelstrangbruche z. B. durch sequenzspezifische Nicking-Enzyme eingefiigt werden. Beispiele 
hierfur sind die Nicking-Enzyme V BchI aus Bacillus chitinosporus, N. BstNBI aus Bacillus stearothermophilus, N. 
BstSEI aus Bacillus stearothermophilus, N. CviPII aus Chlorella strain NC64A, N. CviQXI aus Chlorella strain NC64A, 
50 V. EcoDcm aus E. coli, V HpalT aus Haemophilus parainfluen/.ae, V. Neal aus Nocardia aercxrolonigenes und V XorlT 
aus Xanthomonas oryzae. 

Alternativ konnen die Einzelstrangbruche in die doppelstrangigen Polynucleotidmolekule auch durch sequenzunspe- 
zirische Nicking-Enzyme eingefiigt werden. Moglich ist dabei z. B. die Verwendung von DNase I aus Kalberpankreas 
mit Mg 2 *als Cofactor (Kunitz, J. Genetic Physiology 33 (1950), 349; Kunitz. J. Genetic Physiology 33 (1950), 363, und 
55 Melgac und Goldthwaite. J. Biolog. Chem. 243 (1968), 4409). 

In einer weiteren bevor/ugten Ausfuhrungsform erfolgt in dem Fall des Einfugens von Einzelstrangbruchen anschlie- 
Bend ein exonucleolytischer Einzelstrangabbau gemaB Schritt (c) des Verfahrens in 5'-3'-Richtung, beginnend an den 
Einzelstrangbruchen. Dafiir kann wiederum z. B. die 17-Exonuclease Gen 6 aus dem Bakteriophagen '17 verwendet wer- 
den. 

60 Vorzugsweise werden weiterhin ungepaarte Teilbereiche der Ileteroduplices exonuclcolytisch durch Exonuclease VII 
aus E. coli abgebaut. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens erfolgt in dem Fall des Einfugens 
von Einzelstrangbruchen anschlieBend ein exonucleolytischer Einzelstrangabbau gemaB Schritt (c) des Verfahrens in 3'- 
5-Richtung beginnend an den Einzelstrangbruchen. Hierfur wird vorzugsweise die Exonuclease III aus E. coli verwen- 
65 det. 

Vorzugsweise werden weiterhin ungepaarte Teilbereiche der Hcteroduplices exonucleolytisch in 3'-5'-Richtung, z. B. 
durch Exonuclease I aus E. coli abgebaut. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens erfolgt in dem Fall des Einfugens 
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von Einzelstrangbriichen anschiieBend ein exonucleolytischer Einzelstrangabbau gemiiB Schritt (c) sowohl in 5-3 - als 
auch in 3 , -5'-Richtung beginnend an den Einzelstrangbruchen. Hierfiir konnen die bereits oben genannlen Enzyme ver- 
wendet werden. Vorzugsweise wirddie BaI31-Nuclease aus dem Kulturmedium von Alteromonas espejiana BaI31 ver- 
wendet. Femer werden vorzugsweise ungepaarte Teilbereiche der Heteroduplices exonucleolytisch durch Exonuclease 
VII aus E. coli abgebaut. 5 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens wird fur den 5-exonucleolyti- 
schen Abbau gemaB Schritt (c) des erfindungsgemaBen Verfahrens, insbesondere nach Einfiigung von Einzelstrangbru- 
ehcn, cine Polymerase mil S'-cxonucleolylischcr Aktivitat vcrwendei. 

Die semikonservative Synthese der Polynucleotide gemiiB Schritt (d) des erfindungsgemaBen Verfahrens erfolgt 
schlieBlich durch erneute Verlangerung des 3'- bzw. 5'-Endes des partiell abgebauten Einzelstrangs mit Hilfe einer Poly- 10 
merase und dem entsprechenden 5'- bzw. 3'-Abschnilt des Gegenstrangs des Heteroduplex als Template. Der Begriff "se- 
mikonservative Einzelstrangsynthese" bezeichnet dabei die Synthese eines Polynucleotids durch Verlangerung eines exi- 
sticrenden Einzelstrangs anhand der Information eines enisprechenden Matritzenstrangs. 

Je nach Ausfuhrung wird nur einer der beiden Strange (z. B. codogener oder nichtcodogener Strang) verlangert (Aus- 
fuhrungsform A) oder beide Strange dienen mit dem 5'-bzw. 3'-Ende als Template und werden gleichzeitig am 3 - bzw. 5'- 15 
Ende neu synthetisieri (Ausfuhrungsform B). Bei der Ausfuhrungsform B kann sich nach der semikonservativen Syn- 
these der Polynucleotide eine einmalige Synthese der komplementaren Polynucleotide anschlieBen, Hierdurch erreicht 
man eine clTiziente Neukombi nation des nicht abgebauten konservativen Scqucnzhereichs (siehe Fig. 4). Die Durehfuh- 
rung der template-gerichteten Polymerisierung ist dem Fachmann gelaufig und ist z. B. beschrieben in Sambrook (Mo- 
lecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)) oder Ausubel (loc. cit.). 20 

Fur die Polymerasereaktion kann ein beliebiges Enzym mit matrizengesteuerter Polynucleoud-Polymerisatioris-Akti- 
vitat eingesetzt werden, das in der Lage ist Polynucleotids trange ausgehend vom 3 - oder 5-Ende aus zu polymerisieren. 
Eine Vielzahl an Polymerasen aus verschiedensten Organismen und mit unterschiedlichen Funktionen wurden bereits 
isoliert und beschrieben. In Bezug auf die Art von Matrize und synthetisiertem Polynucleotid werden DNA-abhangige 
DNA-Polymerasen, RNA-abhangige DNA-Polymerasen (Reverse Transkriptasen), DNA-abhangige RNA-Polymerasen 25 
und RNA-abhangige RNA-Polymerasen (Replikasen) unterschieden. In Bezug auf die Temperaturstabilitat werden nicht 
thermostabile (37°C) und thermostabile Polymerasen (75-95°C) unterschieden. Weiterhin unterscheiden sich Polymera- 
sen in Bezug auf das Vorhandensein von 5-3'- und 3'-5'-exonucleolytischer Aktivitat. DNA-abhangige DNA-Polymera- 
sen stellen die wichligsl.cn Polymerasen dar. 

Verwendet werden konnen insbesondere DNA-Polymerasen mit einem Temperaturoptimum bei oder urn 37°C. Hierzu 30 
gehoren beispielsweise die DNA-Polymerase I aus E. coli, '17-DNA-Poly merase des Bakteriophagen T7 und die T4- 
DN A- Polymerase des Bakteriophagen T4, die jeweils von einer Vielzahl von Herstellern, z. B. USB, Roche Molecular 
Biochemicals, Stratagene, NEB oder Quantum Biotechnologies, kommerziell vertrieben werden. Die DNA-Polymerase 
I aus E. coli (Holoenzym) besitzt eine 5'- 3 '-Pol vine rase- Aktivitat, eine 3 , -5'-Prool>eading-Exonuclease-Aktivitat und 
eine 5'-3'-Exonucleasc- Aktivitat. Das Enzym wird fur in-vitro-Labcling von DNA mittcls der Nick-Translation-Mcthodc 35 
eingesetzt (Rigby et al. (J. Mol. Biol. 113 (1977), 237-251)). Im Gegensatz zum Holoenzym besitzt das Klenow-Frag- 
ment der DNA-Polymerase I aus E. coli wie die T7-DNA-Polymerase und die T4-DNA-Polymerase keine 5'-Exonu- 
clease- Aktivitat. Diese Enzyme werden daher fur sogenannte Auffullreaktionen oder fiir die Synthese langer Strange ein- 
gesetzt (Young et al. (Biochemistry 31 (1992), 8675-8690), Lehman (Methods Enzymol. 29 (1974), 46-53)). Der 3-5- 
cxo(-)-Variantc des Klenow-Fragmcnts der DNA-Poly merase I aus E. coli fchlt schlieBlich auch die 3-Exonuc lease- Ak- 40 
tivitat. Dies Enzym wird oft fur die DNA-Sequenzierung nach Sanger eingesetzt (Sanger (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 
(1977), 5463-5467)). Neben diesen Enzymen existieren noch eine Vielzahl weiterer 37°C-DNA-Polymerasen mit unter- 
schiedlichen Eigenschaften, die in dem erfindungsgemaBen Verfahren eingesetzt werden konnen. 

Die am weitesten verbreitete, thermostabile DNA-Polymerase mit einem Temperaturoptimum bei 75°C und ausrei- 
chender Stabilitat bei 95°C ist die Taq-DNA-Polymerase aus Thennus aquaticus, die kommerziell erhaltlich ist. Die Taq- 45 
DNA-Polymerase ist eine hoch-prozessive 5-3' DNA-Polymerase ohne 3'-5'-Exonuc lease- Aktivitat. Sie wird oft fur 
Standard-PCRs, fur Sequenzier-Reaktionen so wie fur mutagene PCRs verwendet (Cad we 11 und Joyce (PCR Methods 
Appi. 3 (1994), 136-140, Arigoni und Kaminski (Methods Mol. Biol. 23 (1993), 109-114)). Ahnliche Eigenschaften 
weisen die Tth-DNA -Polymerase aus Thermus thermophilus HB8 und die Tfl-DNA-Polymerase aus Thermus flavus auf. 
Die Tth-DNA -Poly merase weist jedoch zusalzlich noch eine intrinsische Re verse-Transkriplase-(RT)- Aktivitat in Ge- 50 
genwart von Mangan-Ionen auf (Cusi etal. (Biotechniques 17 (1994), 1034-1036)). Unlerden thermostabilcn DNA-Po- 
lymerasen ohne 5'- jedoch mit 3'-Exonuclease-Aktivitat werden wiederum eine ganze Reihe kommerziell vertrieben: 
Pwo-DNA-Polymerase aus Pyrococcus woesei. Hi-, Vent- bzw. DeepVent-DNA-Polymerase aus Thermococcus litora- 
lis, Pfx- bzw. Pfu- DNA- Poly merase aus Pyrococcus furiosus, Tub-DNA-Polymerase aus Thermus ubiquitous. Tma- 
bzw. UlTma-DNA-Polymerase aus Thennotoga maritima (Newton und Graham, in: PCR, Spektrum Akad. Verlag Hei- 55 
delberg (1994), 1)). Polymerasen ohne 3'-proofreading-Exonuclcasc- Aktivitat werden eingesetzt, urn moglichst fehler- 
frei PCR-Produkte zu amplifizieren. SchlieBlich sind mit dem S to fife I- Fragment der Taq-DNA-Polymerase. mit der Vent- 
(exo-)- DNA-Polymerase. sowie der Tsp-DNA- Polymerase thermostabile DNA-Polymerasen ohne 5'- und ohne 3"-exo- 
nucleolytischer Aktivitat verfugbar. 

Unter den RNA-abhangigen DNA-Polymerasen (Reverse Transkriptasen) gehoren die AMV-Reverse Transkriptase 60 
aus dem Avian Myeloblastosis Virus, die M-MuLV-Reverse Transkriptase aus Moloney Murine Leukemia Virus, und die 
HIV-Reverse Transkriptase aus dem Human Immunodeficiency Virus zu den gebrauchlichsten Enzymen, welche auch 
von diversen Anbietern wie z. B. NEB, Life Technologies, Quantum Biotechnologies kommerziell vertrieben werden. 
Die AMV-Reverse Transkriptase besitzt wie die HI V-Reverse Transkriptase eine assozierte RNase-H- Aktivitat. Diese ist 
bei der M-MuLV- Reverse Transkriptase deutlich reduziert. Sowohl der M-MuLV als auch der AMV-Reversen Transkrip- 65 
tase fehlt eine 3 , -5*-Exonuclease- Aktivitat. 

Unter den DNA-abhangigen RNA-Polymerasen gehoren die RNA-Poly merase aus E. coli, die SP6-RNA-Polymerase 
aus Salmonella typhimuriuru LT2, infiziert nut dem Bakteriophagen SP6, die T3«RNA-Polymerase aus dem Bakterio- 
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phage T3, und die T7-RNA-Polymerase aus dem Bakteriophage T7 zu den gebrauchlichsten Enzymen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens sind die Mairizenstrange in Schritt (d) des 
Verfahrens DNA-MolekuTe, und es wird fur die template- gerichtete Einzelstrangsynthese eine DNA-abhiingige DNA- 
Polymerase verwendet. 

5 In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wird dabei eine nicht thermostabile DNA- Polymerase verwendet, 
besonders bevorzugt eine solche mit 5 - und 3 -exonucleolytischer Aktivitat, wie z. B. Polymerase I aus E. coli. 

Alternativ kann auch eine nichL thermostabile DNA-Polymerase verwendet werden, die keine 5'-exonueleolytische 
Aktiviiiil, abcr cine 3'-exonucleolytische Aktiviial. bcsilzt, wie z. B. das Klcnow-Fragrncnt der DNA-Polymerase T aus 
E. coli, die T7-DNA-Polymerase aus dem Bakteriophagen '17 oder die T4- DNA- Polymerase aus dem Bakteriophagen 
to T4. 

Pemer kann auch eine nicht thermostabile DNA-Polymerase verwendet werden, die weder 5'- noch 3'-exonucleolyti- 
sche Aktivitat aufweist, wie z. B. die 3*-5'-exo(-)- Variante des Klenow-Fragmentes der DNA-Polymerase I aus E. coli. 

In einer weitcren besonder bevor/.uglcn Ausfuhrungsform wird cine thermostabile Polymerase (/.. B. Taq-Pol, Pwo- 
Pol, etc.) eingesetzt. Diese kann dabei wiederum 5 - und 3'-exonucleolyusche Aktivitat aurweisen oder aber 5'-exonu- 
15 cleolytische Aktivitat, aber keine 3'-exonucleolytische Aktivitat wie z. B. die Taq-DNA-Polymerase aus Thermus aqua- 
ticus, die Tth-DNA-Polymerase aus Thermus thermophilis IIB8 oder die Tfl-DNA-Polymerse aus Thermus flavus. 

Alternativ kann die thermostabile DNA-Polymerase keine 5'- aber 3'-exonucleolytische Aktivitat aufweisen, wie z. B. 
die Pwo-DNA-Polymcrasc aus Pyrococcus woesci, die Vcnl.R-DNA-Polymerase, die DcepVcniR-DNA-Polymerase 
bzw. die Tli-DNA-Polymerase aus Thermococcus litoralis, die Pfu-DNA-Polymerase bzw. die Pfx- DNA-Polymerase 
20 aus Pyrococcus furiosus oder Tma- DNA- Polymerase bzw. UlT ma-DNA-Polymerase aus Thermotoga maritima. 

Femer kann eine thermostabile Polymerase verwendet werden, die weder 3 - noch 5'-exonucleolytische Akuvitat auf- 
weist, wie z. B. das Stoffel-Fragment der Taq-DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus, die Tsp-DNA-Polymerse oder 
die exo(-)- Variante der Vent.R-DNA-Polymerase bzw. DeepVentR-DNA-Polymerase aus Thermococcus litoralis. 
Im Fall der Verwendung einer thermostabilen Polymerase schlieBt sich die Polymerasereaktion vorzugsweise direkt an 
25 den z. B. durch Temperaturerhohung gestoppten exonucleolytischen Abbau ohne zwischenzeitliche Aufreinigung oder 
weitere Probenbehandlung an. Weiterhin wird vorzugsweise die erneute Zugabe von Polymerase bei mehreren Zykien 
nach jeder Ausfiihrungsrunde vermieden. Bei Verwendung einer Exonuclease, die bei Aurheizen auf eine Temperatur < 
72°C denaturiert, nach thermischem Aufschmelzen der Strange bei ca. 90°C und emeutem Abkiihlen unter die Anne- 
aling-Temperatur jedoch renaturiert wird. ist so cine Ausfiihrungsfonn moglich, die als Eintopf-Reaklion iiber viele Zy- 
30 klen ohne zwischenzeitliche Zugabe von Substanzen oder Probenmanipulation arbeitet. In einer weiteren bevorzugten 
Ausfuhrungsform wird Exonuclease relativ zur Polymerase im UberschuB zugesetzt, wobei die Prozessivitat der Poly- 
merase (Pol I, etc.) deutlich hbher ist als die Prozessivitat des exonucleolytischen Abbaus. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform werden im Fall des Einfugens von Einzelstrangbruchen vor dem exo- 
nucleolytischen Abbau und der anschlieGcnden tcinplate-gerichtetcn Einzelstrangsynthese die 3'-Enden derneu synthe- 
35 tisicrtcn Abschnittc kovalent vcrknupft. Vorzugsweise crfolgt dicsc Verknupfung mittcls einer Ligase, besonders bevor- 
zugt mit der T4-DNA-Ligase aus dem Bakteriophagen T4. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens sind die Mairizenstrange in Schritt 
(d) des erfindungsgemaBen Verfahrens, an denen die template-gerichtete Einstrangsynthese erfolgt, RNA-Molekule. In 
diesem Fall wird fur die template-gerichtete Einzelstrangsynthese eine RNA-abhangige DNA-Polymerase verwendet, 
40 vorzugsweise AMV-Reverse Transkriptasc aus dem Avian Myeloblastosis Virus, HIV-Reversc Transkriptase aus dem 
Human Immunodeficiency Virus, oder M-MuLV- Reverse Transkriptase aus dem Moloney Murine Leukemia Virus. Fer- 
ner wird bevorzugt eine thermostabile Reverse Transkriptase verwendet, ganz besonders die Tth-DNA-Polymerase aus 
Thermus thermophilus mit intrinsischer Reverser-Transkriptase- Aktivitat. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform besteht der Polynucleotidstrang, der gemaB Schritt (c) dem exonu- 
45 cleolytischen Ein/elstrangabbau unterworfen ist und gemaB Schritt (d) der Einzelstrangsynthese unierliegt, aus RNA. 
SchlieBlich wird in einer ganz besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens durch 
Kontrolle des partiellen, exonucleolytischen Einzelstrangabbaus gemaB Schritt (c) des Verfahrens die Regioselektivitat 
der Kombination zwischen partieli abgebauten und neu synthetisierten Su*angen gesteuert. 

Die neusynthetisierten semikonservativen Einzelstrangpolynucleotide umfassen somit vom, je nachdem, 5'-Ende bis 
50 /.urn 3'-Ende oder vom 3'- bis zum 5'-Ende des exonucleolytischen Abbaus die urspriingliche Infonnation so wie vom 5'- 
Ende bis zum 3'-Ende oder vom 3'- bis zum 5-Ende der Neusynthese die Information des Gegenstrangs. Die Fig. 3 und 4 
zeigen beispielhaft die moglichen Ausfuhrungsformen A und B in der zyklischen Anwendung (Variante mit 3'-exonu- 
cleolytischem Abbau). Durch die Kontrolle der Lange des exonucleolytischen Einzelstrangabbaus (z. B. zeitlich gesteu- 
erte Reaktion der exonucleolytischen Aktivitat) lassen sich in jedem Zyklus Neukombinationsereignisse regioselektiv, 
55 also bevorzugt in bestimmten Abschnitten der Polynucleotid-Sequenzen erzeugen. Durch die zyklische Anwendung die- 
ses Verfahrens, beginnend mit der emeuten Herstcllung von Heleroduplex-DNA aus den gemaB einem erslen Zyklus her- 
gestellten semikonservativen Einzelstrangpolynucleotiden, lassen sich wiederholt Neukombinationen herstellen. Hierbei 
bietet die zyklische Anwendung der Ausfuhrungsform A (siehe Fig. 3) sowohl regioselektive als auch ubiquitare Kom- 
binationen von unterschiedlichen heterologen Sequenzbereichen mit einer definierten Rekombinaiionshaurigkeit der Po- 
60 lynucleotide. Die zyklische Anwendung der Ausfuhrungsform B (siehe Fig. 4) bietet die Moglichkeit der vollstandigen 
Neukombination der heterologen Sequenzbereiche einer Quasi-Spezies schon nach wenigen Zykien. Hierbei ist zu beto- 
nen, daB die Ausgangspopulation der Polynucleotidstrange nicht als Matrizen fiir neusynthetisierte Polynucleotide die- 
nen. sondern im Sinne eines semikonservativen Mechanismus miteinander neukonibinien werden. 

Die Anwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens Erfindung erlaubt somit die Zusajumenfuhrung von zwei oder 
65 mehr verschiedenen heterologen Sequenzabschnitten, welche auf zwei unterschiedlichen Einzelstrang-Polynucleotiden 
liegen, zu neuen semikonservativen Einzelstrang-Polynucleotiden. Durch die Anwendung dieses Verfahrens lassen sich 
semikonservadve Einzelstrang-Polynucleotide mit gleichen als auch mit unterschiedlichen Verhaltnissen an konservati- 
ven und neuen Sequenzbereichen herstellen, abhangig von der kontrollierten Ausfuhrung des exonucleolyuschen Ab- 
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baus. 

Die vorliegende Hrfindung belrilTt weilerhin ein Kitenlhaltend Instruktionen zur Durchfiihrung des erfindungsgema- 
Ben Verfahrens. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform enthalt ein deraxtiger Kit noch mindestens eine der folgenden 
Komponenten: 

5 

(i) Puffer zur Herstellung von doppelstrangigen Polynucleotidmolekulen; 

(ii) Agenz, das einen partiellen exonucleolytischen Abbau von doppelstrangigen Polynucleotidmolekulen erlaubt; 

(iii) Puffer zur Durchfiihrung des partiellen exonucleolytischen Abbaus; 

(iv) Agenz, das die Matrizen-gesteuerte Polymerisierung eines Polynucleotidstrangs ausgehend von dem abgebau- 

ten Ende erlaubt; und to 

(v) Puffer zur Durchfiihrung der in (v) genannten Polymerisierungsreaktion. 

Die Figuren zeigen: 

Fig. 1 zeigt eine schematische Darstellung des erfindungsgemaBen Verfahrens. 

Fig. 2 zeigt die Wahrscheinlichkeit der Herstellung von semikonservativen Polynucleoriden aus Heieroduplices nach 15 
dem erlindungsgemiiBen Verfahren. 

Fig. 3 zeigt das Prinzip des zyklischen Verfahrens der Ausfiihrungsform A des erfindungsgemaBen Verfahrens. wobei 
Tcmplalc- Polynucleotide gegen den exonucleolytischen Abbau geschiii/t sind. 

Fig. 4 zeigt das Prinzip des zyklischen Verfahrens der Ausfiihrungsform B des erfindungsgemaBen Verfahrens. bei 
dem nach jedem Zyklus Gegenstrange hergestelll werden. 20 

Fig. 5 zeigt das Prinzip des zyklischen Verfahrens der Ausfiihrungsform C des erfindungsgemaBen Verfahrens, bei 
dem vor dem exonucleolytischen Abbau Einzelstrangbriiche eingefugt werden. 



Patentanspruche 



25 



1. Verfahren zur Erzeugung von Polynucleotidmolekulen mil veranderten Eigenschaften, wobei mindestens ein 
Zyklus umfassend die folgenden Schritte durchlaufen wird: 

(a) BereiLstellung einer Population einzelstrangiger Polynucleotidmolekule, wobei die einzelnen Polynucleo- 
tide diescr Population sowohl homology als auch heterologe Sequenzabschnittc besitzen, und in der Population 
auch jeweils zu diesen Einzelstrangen vollstandig oder teilweise komplementare Strange enthalten sind; 30 

(b) Herstellung doppelstrangiger Polynucleotidmolekule aus der gemaB Scliritt (a) bereitgestellten Population 
einzelstrangiger Polynucleotidmolekule, umfassend Doppelstrange mil unterschiedlichen heterologen Ab- 
schnitten; 

(c) particller, cxonucleolytischer Einzelstrangabbau der gcmiiB Schritt. (b) hergeslellten doppelstrangigen Po- 
lynucleotidmolekule; und 35 

(d) Template-gerichtete Einzelstrangsynthese ausgehend von abgebauten Enden des gemaB Schritt (c) herge- 
stellten, paniell abgebauten Doppelstrangs, 

wobei die Schritte (c) und (d) nacheinander oder gleichzeitig ausgefiihrt werden konnen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei mehr als ein Zyklus umfassend die Schritte (a) bis (d) durchlaufen wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei die Abbaulange des exonucleolytischen Abbaus gemaB Schritt (c) des crfin- 40 
dungsgemaBen Verfahrens mit zunehmender Zykluszahl stetig verkiirzt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, wobei nach einem, mehreren oder alien Zyklen ein Selektionsschritt ausge- 
fiihrt wird. und sich der Selektionsschritt entweder auf den Genotyp oder auf den Phanotyp oder sowohl auf den Ge- 
notyp als auch auf den Phanotyp des Polynucleotids bezieht. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei der Selektionsschritt in Form von ainplifikationsgekoppelter Selektion, Se- 45 
lektion durch physikalische Separation oder Selektion durch Screening erfolgt. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei die gemaB Schritt (a) bereitgestellte Population einzelstran- 
giger Polynucleotidmolekule Polynucleotidmolekule aus der Mutantenverteilung einer Quasispezies sind. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei der einem exonucleolytischen Einzelstrangabbau und Ein- 

zel si rangsyn these unterworfene Polynucleolidslrang aus DNA besteht. 50 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei derexonucleolyiische Einzelstrangabbau der doppelstrangi- 
gen Polynucleotide gemaB Schritt (c) in 3*-5 , -Richtung erfolgt. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei in Schritt (c) fur den 3'-exonucleolytischen Einzelstrangabbau Exonuclease 
IH aus E. coli verwendet wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, wobei in Schritt (c) fur den 3 , -exonucleolytischen Einzelstrangabbau von 55 
ungcpaan.cn Teilbereichen der Heieroduplices Exonuclease T aus E. coli verwendet wird. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7. wobei der exonucleolytische Einzelstrangabbau der doppelstran- 
gigen Polynucleotide gemaB Schritt (c) in 5 , -3'-Richtung erfolgt. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei in Schritt (c) T7-Exonuclease Gen 6 aus dem Bakteriophagen '17 fiir den 
5'-exonucleolytischen Einzelstrangabbau der doppelstrangigen Polynucleotide verwendet wird. 60 

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, wobei in Schritt (c) fiir den 5'-exonucleolytischen Einzelstrangabbau von 
ungepaarten Teilbereichen der Heieroduplices Exonuclease VEI aus E. coli verwendet wird. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13. wobei eine der beiden Seiten des Polynucleotid-Doppelstrangs 
derart modifiziert wird, daB es vor dem 3'- oder 5'-exonucleolytischen Einzelstrangabbau gemaB Schritt (c) ge- 
schutzt ist. 65 

15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei die Modification durch selektivcs Einfugen von Thioestern erfolgt. oder 
durch Schneiden mit einem Restriktionsenzym, das einen 3'-f Jberhang erzeugt, oder durch Vorlegen eines der bei- 
den Strange als zirkularer Einzelstrang. oder durch kovalente Verkniipfung mit einem kompatiblen. zirkularen Po- 



11 



DE 199 53 854 A I 



lynucleotid-Molekul. 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15 t wobei vordem exonucleolytischen Einzelstrangabbau gemaB 
Schritt (c) ein Einfugen von Einzelstrangbruchen in die doppelstrangigen Polynucleotidmolekule erfolgt. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei im Mittel ein oder weniger als ein Einzelstrangbruch pro doppelstrangigem 
Polynucleoudmoiekul erfolgt. 

18. Verfahren nach Anspruch 16 oder 17, wobei Einzelstrangbruche in die doppelstrangigen Polynucleotidmole- 
kule durch sequenzspezifische Nicking-Enzyme eingefiigt werden. 

19. Verfahren nach Anspruch 16 oder 17, wobei Einzelstrangbruche in die doppelstrangigen Polynucleotidmole- 
kule durch sequenzunspezihsche Nicking-Enzyme eingefiigt werden. 

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 16 bis 19, wobei der exonucleolytische Einzelstrangabbau gemaB Schritt 
(c) sowohl in 5-3'- als auch in 3'-5'-Richtung erfolgt. 

21. Verfahren nach Anspruch 20, wobei fiir den gleichzeitigen 5'- und 3'-exonucleolytischen Einzelstrangabbau in 
Schritt (c) BaI31 -Nuclease aus dem Kultunnedium von Alteromonas espejiana BaI31 verwendet wird. 

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 16 bis 19, wobei der exonucleolytische Einzelstrangabbau gemaB Schritt 
(c) durch cine Polymerase mit 5'-exonucleolytischer Aktivitat erfolgt. 

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 22, wobei die Mairizenstrange in Schritt (d) DNA-Molekule sind 
und fur die template-gerichtete Einzelstrangsynthese eine oder mehrere DNA-abhangige DNA-Polymerasen ver- 
wendet werden. 

24. Verfahren nach Anspruch 23, wobei Polymerase I aus E. coli verwendet wird. 

25. Verfahren nach Anspruch 23, wobei eine oder mehrere thermostabile DNA-Polymerasen verwendet werden. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, wobei Taq-DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus, Tth-DNA-Polymerase aus 
Thermus thermophilus HB8, oder Tfl-DNA-Polymerase aus Thermus flavus verwendet wird. 

27. Verfahren nach einem der Anspriiche 16 bis 26, wobei die 3'-Enden der neu synthetisierten Abschnitte mit den 
5'-Enden der partieil exonucleolytisch abgebauten Abschnitte kovalent verkniipft werden. 

28. Verfahren nach Anspruch 27. wobei die kovalente Verknupfung mittels T4-DNA-Ligase aus dem Bakteriopha- 
gen T4 erfolgt. 

29. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 22, wobei die Matrizen strange in Schritt (d) RNA-Molekule sind, 
und fur die template-gerichtete Einzelstrangsynthese eine oder mehrere RNA-abhangige DNA-Polymerasen ver- 
wendet werden. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, wobei AMV-Reverse Transkriptase aus dem Avian Myeloblastosis Virus, HIV- 
Reverse Transkriptase aus dem Human Immunodeficiency Virus. M-MuLV- Reverse Transkriptase aus dem Molo- 
ney Murine Leukemia Virus, oder Tth-DNA-Polymerase aus Thermus thermophilus mit intrinsischer Reverser 
Transkriptase-Aktivitat verwendet wird. 

31. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei der einem exonucleolytischen Einzelstrangabbau und Ein- 
zelstrangsynthese untcrworfenc Polynuclcotidstrang aus RNA besteht. 

32. Verfahren nach einem der Anspriiche I bis 31, wobei durch Kontrolle des partiellen, exonucleolytischen Ein- 
zelstrangabbau s gemaB Schritt (c) die Regioselektivitatder Kombination zwischen partieil abgebauten und neu syn- 
thetisierten Strangen gesteuert wird. 

33. Kit enthaltend Komponenten und Instruktionen zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 
bis 32. 
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